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Resumen
Dentro del sistema inmunológico innato la fagocitosis juega un papel fundamental  en la protección inespecífica para  contrarrestar  
la acción destructiva de algunos microorganismos.  En este  proceso  de endocitosis, interfieren células especializadas del sistema 
inmune como lo son neutrófilos y macrófagos, conocidas como fagocitos los cuales poseen receptores de membrana que reconocen 
al antígeno previamente opsonizado rodeándolo con su membrana citoplasmática e introduciéndolo al interior de la célula.  Las 
diferentes técnicas actualmente estandarizadas para la evaluación de la capacidad fagocítica, no refieren recuentos conocidos de 
polimorfonucleares (PMNs), no establecen diferencias significativas entre la capacidad fagocítica con o sin opsonización y no 
tienen en cuenta el gradiente de concentración para separar la población celular objeto de estudio.  Por tanto, el presente artículo 
establece un protocolo para determinar la capacidad fagocítica de los neutrófilos frente a Candida albicans, estimando las 
diferencias de dicha capacidad con y sin la adición de opsoninas. Se propone que el porcentaje de fagocitosis es de 82,3% ± 3,4% 
(media +/- DE) con opsoninas y de 4,13% ±0,78% sin opsoninas (media +/- DE), en individuos con recuentos de leucocitos entre 
5.000 y 10.000 con neutrófilos entre 60 y 70%. Lo anterior permitirá la evaluación clínica de pacientes con infecciones relacionadas 
con fallas en la fagocitosis comparando los resultados obtenidos con los valores de referencia.
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ABSTRACT
In the innate immune system phagocytosis plays a fundamental role in the non-specific protection to counteract the destructive 
action of some microorganisms.  In this process of Endocytosis, interfere specialized cells of the immune system such as neutrophils 
and macrophages, known as phagocytes which have membrane receptors that recognize the Antigen previously opsonized 
surrounding it with their cytoplasmic membrane and introducing it to the inside of the cell.  Different techniques currently 
standardized for the evaluation of the Phagocytic capacity, not concern known counts of polymorphonuclears (PMNs), do not 
establish differences between with or without opsonization phagocytic capacity and does not take into account the concentration 
gradient to separate cell population object of study.  Therefore, this article establishes a protocol for determining capacity 
Phagocytic neutrophils against Candida albicans estimating differences in that capacity with and without the addition of opsonins. 
Proposed that the percentage of phagocytosis is 82,3% ± 3,4% (average +/-of) with opsonins and 4,13% ±0, 78% without opsonins 
(average +/-of), in individuals with counts of white blood cells between 5.000 and 10.000 with neutrophils between 60 and 70%. 
This will allow the clinical evaluation of patients with infections related to failures in the phagocytosis by comparing the results 
obtained with the reference values.
Key words: Candida albicans, neutrophil, opsonization, phagocytosis
nt uccióI rod n l or an sm a tr v  e e o e de me b a  e  g i o  a és de r c pt r s  m r na
a st   na t v l Este pr ce   par  de ruirlo o i c i ar o.   o so es
e st i ó ic  e e  or an sm  La r spue a nmunol g a n l g i o se l v a c b  m di te r e de e pas q  l e ado a o e an  una se i   ta ue
i e d s ti o a r uesta i u  div d en o p s: l esp  nm ne n luy n u m tá s, o z ó , sió  i c e  q i io xi psoni aci n  adhe n,
dq i  a r da  r ta dí , a uir da car cte iza  por se  r a ndo t si  y c e ó  (Mo na t ae l, 002 si  e ci o s  ex r ci n li  2 , To  M,
o o ada g er ra m m r a pr l ng y en ado  de e o i 0520 ]
ó i , y a r spue a i m e nn a, q  inmunol g ca  l e st n un  i at ue La psoni aci e l fe e o di te e  cual o z ón s e  nóm n  me an  l
i iza la fa o tosi m  pr e e an  e  ut l g ci s  co o el oc so m di te l  m r a  an e  par  st  se e ono o se a c  al tíg no a que e e a r c cid
as spe al s co  l ó g s cual  célul  e ci izada mo os macr fa o r l a g cí i   dé n ci  p e  po  las cé ul s fa o t cas y  i i o al roc so de
l s ne rófi s, co o do om fa o tos  y o  ut lo  n ci s c o g ci y ndo t si . r e o  n c sa i  l e nci  e ci o s Pa a ll  es  e e r o a pr se a de
de ado  l  pr m r  l a e f sa  un n consi r s a  i e a íne d  de en , se e on n ,ops i as  q  t cul  e n s e s o ue son par í as pr se te n el uer
l ic oo g i  r c i o  e ra a a  m r r an smo e onoc do c mo xt ño par l s co  i r s pa m n  t po Ig  ta e mo ant cue po princi l e te i   G,
Separación  e PMNs n utrófid   e loscompone s d l m le ento, la orci  Fa , elnte e co p m   p ón b   
L ne ró ilos fue on islados se ún H sto-os ut f r a g ifa t r de ecrosis t mo l (FN  y la c o n u ra T)  
aque 077 SI MA AL RICH® por ra iente de p  1 G D  g din e l uquina ( L ). La p ci Fa  e at r e 8 I 8 or ón b d l  
ntración on Ficoll; el tot l obten do de a conce c    a  i lo soni  se une a   ece t  de  m b anap na   un r p or em r  
ar ción  l vó y  r spendi en P S sep a se a se esu ó Bc l ar e osee el p eno, m rcá olo p ra e ul qu p  atóg a nd a
phosph t  u f r Sol on), se r al zó r cuento ( a e B f e uti e i eacil tar su r co ocim en o  pe mit e o a ón f i  e n i t y r i nd l uni
e  cámara de Neubauer  se a ustó d l ye o a  n  y j i u nd  5 x la orció  que q d ibre, s d cir Fc ( r ón a  p n ue ó l  e e F acci
4 3 i a izable ,  a o nici a a ndo tosi ( t r  cr st l )  d nd i o l e ci s Pe e , 1  célul m L eg  me iante co or ción de 0 as/m u o d l a  
t al et ale , 000  r an , )  2 , U b  . Wright y re u n o difer ncial anua se  c e t e m l; 
L polim fon ea es neutr i os PMNs) son os or ucl r óf l (  confirmó a tención e un orce e >95% d  l ob d  p ntaj  e
ulas que ci cul n en sang e perifér ca cél r a r i ne ófilutr os 
bt n i  e levadur  (Can ida albicand s)O e c ón d  asrox ma a ente d  u a d dí s; y son ap i d m e no os a   
a cep de C. albi s can se aisl  de na muestr  L a   ó u acon dera a los agocitos pr esio al s junto con si d s f of n e
cl n ca y fue denti icad  por e  lab atorio d  í i  i f a l or elos ma ófa o. E a cél la son las e rg d s de cr g  st s u s nca a a
Mic ob ol ía e  hospi  San Rafa l de un a.  r i og d l tal e  T jll r a cab el roceso d  ag tosi en el eva o p e f oci s  
Se sembró  n ar Sa or d y PDA, eali ndo  e ag b au   r za  or anismo, ti nen l  aci a  d  igrar p  g  e  a cap d d e m or
cul vos ck e tr y t ce d a  Se obtuvo lti sto d  es ca or í s. a m io e agentes quimi á icos l l ar q   ed d  ot ct a ug  ue ha
colon a de l vad ra con p que e p t  ueva yi e u  i  d un a n  sid  i d do p  los cr ga ism ( olla o, o nva i or mi oor n os C d
estér l pun a de polica b t , endi  ei ( t s r ona o)  se susp ó n et al, 2 8)00
PB p eca enta o a 37°  y se eali recuen o enS r l d C   r zó t  La val aci de la pacid  fa ocí ica s e u ón ca ad g t e
cáma a de e ba r l icrosco i   ob etir N u ue a m p o con j vo i por nte d b do a que p opor ion  m ta e i  r c a
d 40x   F na me t ,  d t rm nó e  tot l ee . i l n e   se e e i l a  d  i or aci acer  de la funci d l stemnf m ón ca ón e si a 
evaduras con das, me a te l  f m l :l ta di n a ór u a  inm no ógi o y d  las lte ion s e se u l c  e  a rac e qu
di / ml   # de coni ias contad s  5. 00 x Coni as = d a x 2 0pr sentan en a fa oci osis. L s di er ntes icae l  g t  a f e técn s 
actor e ilución Coni ias tot l (Cañedo & mes f  d  d d a  Aqu  ev an dich  pro es  n  refieren a  e alú o c o o l s
004)2d f re a  e re l aci a  f gocít ca con o sini e nci s nt a cap d d a i   
Op on nas:s i Co  e  fi d  e tar que se ene e  n l n e vi   g ropsoni aci y o  ti nen n cue l s ecue tz ón  n e e nta o r n os 
eacción cr zada con nticue pos del si ma r u a r stein ci le  poli f cle res, por lo tanto n li a s de mor onu a    e e  
B dur t  a opsoni aci , se obtuvo suer de A O an e l z ón o re nte a tí lo, se d scribe una t cni  f ci  e p se r cu  e   é ca á l d
donan e AB ce t i ug d  a 25 0 rp ur nte  t   n r f a o 0 m d aea i ar  ue l za míni as nt dades e sang e r l z , q uti i  m ca i d  r
di z minutos al cuotado y con el d  - 0º  e i g a o a 2 C, q  ar ntiz  la separaci y obt nci  de y  ue g a a ón e ón
siendo il za o par  ca a uno d  los e sayos. ut i d a d  e nN ( ni , et al, 200 ).PM s Mu z 3
Ensayo d erm n ci n de f go tosi  et i a ó a ci sE e rotocol er ite e e minar l orcen a e st  p o  p m  d t r  e  p t j
e ag tosi artiendo d  re entos conoci os d  f oci s p e cu d . Con o son za ión:a  p i c  n un tub e pendor   E o p f se
e MN frente al patóg no C. albi ansc  Este d P s   e . sirvi ron 20  l de la susp nsi de l vad ras,  e  0 µ   e ón e u se
p ocedi e e a a i ado e l zó  pa a r mi nto st nd r z   s  uti i r adi ona on 20  µl de sue o A  lo qu per i ió el ci r 0 r B e m t
e lecer l o cen a e de f gocit s qu  t en  un stab  e  p r t j a osi e i e pr so e opson za on medi d   gG2  FNT oce d  i ci a a por I ,
i di iduo con re ue t  to al de a cos n v  c n o t bl n y e IL8 e e otr s,  me cló  i bó o  3   ntr a se z e ncu p r 0r cuen o d f re al mal.e t i e nci nor
minutos  ºC, ue o  om on 10 µ  d ea 37 l g se t ar l e sta 
suspe ón y se col   un tub ppe d fnsi ocó en o e r or  con M te i le y M to os a r a s  é d
50 l e la suspen ón de n utróf l  se mez ó yµ  d   si e i os,  cl  
Tom de a mues ra y re ue to de cosa l t  c n blan se r al zó m n a e  e mar  d  N ub uere i o t j n cá a e e a  
Se tuvi ron m stras de sa gr  venosa e   ob e ue n e n d ante 0 minutos a 37 C en condi one eur  3 º ci s d  
tub con h par na e di z  suj a ultoso  e i  d e etos d  cámara hú d .  continuació  se obser lme a  A n vó a  
vol t rio n r cuento d  e tos ntre 5 00un a s co  e e l ucoci e  . 0 mi oscopi n 10x y 4  pa a r al za  un conte  cr o e 0x r e i r o,3y 1 0  por m  y p rcentaj  d  eutrófilos entre0. 00 m o e e n  orce l difer nci  d  l as en fagocito s y p ntua e al e cé ul  si60 a 70%  criter os ue se evaluar a tr s e   , i q on  avé d  
o fa ocita o e 100 ? eutrófilos).  Se con d ró  n  g nd n n si ere nto anua  d  eucocito e  mar  ecue m l e l s n cá a d  
ag tosi p ti a presencia d  una o más f oci s osi va l eN ub uer y emplea o a  colo ación de r g  e a  nd l r W i ht 
eva uras e t o e un cé ula.  F na me  se l d d n r d  a l  i l nte,par  realiz r re nto di er nci l. stos ecuea a cue  f e a E r ntos 
eg stra on os a s en matr z d  esult d . r i r l d to i e r a osse confi ma on m d a te el equ p der r e i n i o  
ema ología automati ada um n t 60h t z H a coun  ®. b. ns s n onizacion  E ayo i ops : e e ensa o difi e e  st  y er d l
Lucero-Garzón et al. / Momentos de Ciencia 9 (1), 2012, pp: 34 - 37
35
na desvi ci n stándar e , % Podemos u a ó  e  d  0 8 anter or  la n a ición de suer o que presumei  por  o d o l  
erir e l porcentaj  e f gocit s por sug qu e  e d  a osiausen a d  op naci e soni s.
utróf lo de C  albican. s en jetos ue cumplen ne i su qAn l si estad sticoá i s í
os crit rios d  nclusi r cuento d  blancos con l e e i ón ( e eD  los datos ep rt d  se dete mi a la d ae r o a os  r n  me i  
t e 5.000 y 10.000 y porcentaj  de neu r i os en r   e t óf le l porce jes e f oci osis r al za a por d  os nta d  ag t e i d  
t e 0% y 5 %), e d  82 3 ± 3,4 % con en r 6  6 s e ,   i icado y se obtiene el val  de ± una tr pl     or  
op za ón y el orce e de fag tosis sin soni ci   p ntaj ocie ación estándar   para halla  la ign f can a d svi , r  s i i ci
op n na es aj de solo  , ± 0,7   co  un val  so i s b o 4 13  % n  orst d sti  se uti i ó la ueba de nn hi y e a í ca  l z pr  Ma W tne
P = .0 7 lo e e rmina  a l a si nificancia 0 0  qu d te un a t  gilcox  MWW o p ueba e Uw on r d  . **A  ntre los o cen a e.  Ex ste epr u b lidad S e  p r t j i r od ci i
de resu tados e e los oper d es pues en  los  l ntr a or 30su t d s Re l a o
r cuentos  n  se encontr difer nci sign f cati  e o ó e a i i va
con un lor P= > 0 .08 N  va  , S.os at iales  t do desc itos e  L m er y mé o s r  en l
p ese e tr b o en si m smo son fa ib es de r nt  a aj  i ct l
Discusióne ui ra  en post riore estud os, compa ando q pa r  e s i r
in i os on dife ent s recue to   div du  c  r e n s de
El i  t ni off   año 980 descubrió  ll e Me ch k en el 1   a ne ófil  en gr  pe i érica o no justados utr os san e r f  a
fu ón que cum lían las l as f gocítica ynci  p  cé ul a s  pa a el en yo.r  sa
af r o ue e a a e nci  pa a la supe vive ciai m q st  er se al r r n  Det mi ación d  o cen a e de fa ocit siser n  el p r t j g o
(Roj s & r  004 , consi e ándol  como la  a A ce, 2 )  d r a  Se re izar  60 nsay d  f oci sis qu   al on e os e ag to e
princi al e rateg a que pose  l hospe e o rap  st i  e e d r pa  corresponden a d ez suj t de stud o i  e os e i con 
co bati  micro rga ism s c usan es de m r o n o a topsonizació   si so iz ción (t b a 1), en y n Op n a  a l n 
nf rm d e infe osas (Warowska  e   t al  200 ).e e e ad s cci , , 6tripl cado   op rador s di er ntes.i por 3 e e  f e
Un defecto e la fa ocitosi p od ce supr ón  d  g s r u esi
e  stema i unol i  ncr men a o e esta d l si  nm óg co, i e t nd d  T b  1. r en a e e fa o itosis d  los suj t s dea la  Po c t j d g c e e o  
anera  i sgo e adquirir roce s in eccioso  m el r e d  p so f s.e udiost
t s defe tos p eden se  c usado  porEs o c u  r a s  
teraci s en l  d ere cia  l  ocomoción, la al one a a h n , a l  
sonizac ión ,  l  de or abi id d, e  op a  f m l a  l
reconoci i t  a adhesi , la i estió ,  la m en o, l ón  ng n  
form ón d l fa osoma, a d sgr nul ción   aci e g l e a a , y
defin ti ente en la pacid d p a mata   os  i vam  ca a  ar r a l
m croorgan sm  o eli i ar e  ma r al i i os, m n  d l te i
inge i o Bab eri, et  al , 20 ). Por esta razón, r d ( i 05  
e ua  a fun ón ago ica  h conve tido n val r l ci f cít se a r e
ob eto de e u i y e or e ue a ua me t  j st d o s p so q ct l n e
existen ife ente é cas q e valo an icho  d r s t cni u r  d
pr so, l s le n ha conte l o l s oce a cua s o n mp ad a  
difer ci e t e l  pacid d fagocíti n o sien as n r a ca a  ca co  n 
opsonizació ,  l re ntos ini ales  e PMNs yn  os cue ci d   
no e i en el ra iente d  n ntración ard scr b  g d e co ce p a 
sepa ar la oblació  celul , por o tan o ser   p n ar  l t  O: Op ador CO: on ops izac ó ; O s n   er ; C  on i n S : i
estab e   na técnica f l ea i ar  que il zal ce u áci de r l z ,  ut i  opso ación niz
míni as ca d d s de gr  y  q  g ra za lam nti a e san e  ue a nti  
separaci  obten ón de PMNs.  Para ga anti arón y ci r z  Se d t rm nó a medi  e cada o de los ensayose e i l a d un  
que la técnica sea fici nte es ind sp sab e e e i en l  por operador obteni o el pr io delend  omed   
em  de cont l r co d c nes o  la ad ás ro a n i io  c mopor nt je d  f oci osis con a ici n d  suerce a  e ag t d ó  e o 
umedad, t mpe atur  ?3 C?  l  ti mpos de h  e r a 7º y os e(op na  de 82,3%  y la d svi ón st nd r esoni s)     e aci e á a d  
ncubació  ?30 in s? consid ra  aspe s a es i n  m uto , e r cto t ll s mi os SD 3,4%o sm =  
o  t liz r a hepa i  com anti gulante com : u i a l r na o coaEl p centaje d  fa oci osis sin p z ón eor e g t  o soni aci s 
ara rva  l  cel la i a  y emp ea  un p  conse r a u r d d  l rd cir si ad ción de sue o, es consid rabl mentee  n i r  e e  
radie te  con e tr ción u  as gure lag n  de c n a q e e  más ba o ue el obt ni o con soni ci n se j q  e d op za ó  
ar ón d  los PMN.   Por tal r zón  u ilizó sep aci e  a se t  tuvo un o cen a e de ag tosis e ,1 % con ob  p r t j f oci d  4 3
O1CO O1SO O2CO O2SO O3CO O3SO 
1 86,0 5,0 83,0 3,0 85,0 4,0
2 80,0 3,0 77,0 4,0 84,0 4,0
3 82,0 3,0 84,0 5,0 83,0 5,0
4 78,0 3,0 75,0 5,0 83,0 3,0
5 84,0 4,0 87,0 5,0 85,0 4,0
6 88,0 5,0 84,0 5,0 82,0 5,0
7 79,0 4,0 87,0 4,0 75,0 4,0
8 83,0 4,0 82,0 3,0 87,0 5,0
9 82,0 5,0 80,0 4,0 83,0 4,0
10 79,0 3,0 80,0 5,0 82,0 4,0
Media 82,1 3,9 81,9 4,3 82,9 4,2
Sujeto
Recuento (%)
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